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第１章 緒論 
 
１－１ 生活習慣病と予防医学 
現代、科学の進歩や生活水準の向上によって、世界的に寿命が延びている。特に日本は世界一の長
寿国であり、厚生労働省の調査によると、2008 年度の時点での日本人の平均寿命は、男性で 79.29 歳、
女性では 86.05 歳に達する１）。 
寿命が延びる一方で、がんや生活習慣病が増加しており、多くの人がそれら疾患を要因として、健
康なまま天寿をまっとうする事（老衰による死）が出来ずに一生を終えている（図１）。生活習慣病は、
その名の通り日常の生活習慣の中での不摂生が積み重なって起こる疾病を指し、肥満、高脂血症、高
血圧症、糖尿病、肝障害などをはじめ、その他にも様々な疾患がある。これら生活習慣病は、いわゆ
る「食の欧米化」や運動不足、喫煙や過度のアルコール摂取などを主な原因としており、複合的に起
こる場合も多い。特に肥満を中心とし複合的に生活習慣病を起こしやすい状態はメタボリックシンド
ロームと称され、近年よく耳にするものである。 
これら生活習慣病は、重篤な症状に至ってしまえば、「治療医学」により臨床現場での治療を行う他 
対処法はないが、生活習慣を改善し重い症状への進展を防ぐ、または発症時期を遅らせる、治療後の
再発防止といった「予防医学」という概念を用いることが非常に重要な分野である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
死 因 
 
死亡数 
 
 
死亡率 
死亡総数
に占める
割合(%) 
【図１】2008 年度 死因別死亡者数・死亡率（人口 10 万人対） 
（出典：厚生労働省 平成２０年度人口動態統計） 
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１－２ 生活習慣病と骨粗鬆症 
骨が脆弱化し、骨折の原因となる事が広く知られている骨粗鬆症も、生活習慣病の一つとされ
ている。代謝性骨疾患の一種である骨粗鬆症は、その患者のおよそ 8 割が閉経後の女性であり、
閉経による女性ホルモン（エストロゲン）の急激な減尐が主な原因であると言われている。 
 骨組織は、リモデリングと呼ばれる骨代謝により新陳代謝が行われ、成人においては 1 年間に組
織の約 10%が破壊され（骨吸収）新しく作られる（骨形成）という、ダイナミックな代謝組織で
ある 2)。エストロゲンの急激な減尐により、骨吸収の割合が骨形成を上回り、またこの状態が続
くことで骨が脆弱化するというのが、閉経後-骨粗鬆症である。 
 骨は、主にコラーゲンとヒドロキシアパタイト（リン酸カルシウムの一種）により構成され
ており、丈夫でしなやかな骨を保つには、コラーゲンやカルシウム、マグネシウム、リンなどを
若年期から継続的に摂取する事が大切である。体内でのコラーゲン合成は 20 代半ば、カルシウム
の吸収率は 30 代半ばには減尐を始めると言われており、この時期までに最大骨量、骨密度を高く
しておく事が大切であり、この時期を過ぎてからは特にこれらを骨を構成する成分を食品として
十分に補う事が必要になる。 
更年期以降の男性も、女性同様に男性ホルモン（アンドロゲン）が減尐する事により骨粗鬆症
が起こる。女性のように急激な性ホルモンの低下が起こらない事、また一般に骨量は体重と正の
相関関係にあるため、男性の方が元の骨密度や最大骨量が大きいために、女性と比べると骨折に
至るケースは尐ないと考えられている。一般に骨量は 20～30 歳にかけ最大となり、40～50 歳か
ら骨量減尐が始まり、加齢とともに減尐する 3)（図２）。 
 
 
 
 
 
 
【図２】年齢と骨量変化（出典：ファンケルオンライン スペシャルトピックス 骨の健康） 
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沈黙の疾患と呼ばれるように、骨粗鬆症そのものは目立った自覚症状はないが、病状の進行に
よる骨の脆弱化は骨折の大きな原因となる。特に高齢者において、骨折は QOL の低下を招くだけ
でなく、寝たきりの原因となり、さらには認知症や血栓症などを引き起こす大きなリスクファク
ターとなる。 
日本国内において、現在約 1,100 万人の骨粗鬆症患者がいると推定されている 4)。また、2009
年 9 月 15 日現在の総務省の調べでは高齢化率（65 歳以上の高齢者人口が総人口に占める比率）
が 22.7％となり 5)、2025 年には 30％程度になると予想されている。特に女性では高齢率が 25.4%
になり、すでに人口の 4 人に 1 人が高齢者である時代に突入しており（図３）、今後も骨粗鬆症患
者は増加すると推定される。高齢社会において、中高齢者における骨粗鬆症を早期から予防する
ことは緊急かつ重要な課題である。 
 
 【図３】2009 年（平成 21 年）男女別高齢率（出典：総務省統計局データ I 高齢者の人口） 
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１－３ 骨代謝と骨粗鬆症 
  骨組織は、骨吸収と骨形成よって代謝が行われており、これを骨のリモデリングまたは骨代謝
と呼ぶ。骨代謝では、骨を構成する主な細胞である破骨細胞、骨芽細胞が、それぞれ骨吸収、骨形
成を行っている。 
骨の主な役割として骨格・身体の維持が挙げられるが、カルシウムをはじめとするミネラル成分の
貯蔵庫としての働きも重要な役割の一つであり、生体内のカルシウム恒常性維持に不可欠な役割を
担っている。骨の約 70%がカルシウムを含むヒドロキシアパタイトで構成されており、また成人の
体内カルシウムは、99％がヒドロキシアパタイトとして骨に存在するため、生体のカルシウムバラ
ンスの変化は、ほぼ骨中のカルシウム含量の変化を反映することになる。骨組織は、骨構成細胞と
細胞外基質から構成されるが、その比率のほとんどが細胞外基質であることも特徴である。骨の細
胞外基質は基質タンパク質にリン酸カルシウム塩であるハイドロキシアパタイト結晶が沈着して
石灰化することで非常に硬度の高い組織となる。 
破骨細胞、骨芽細胞による骨代謝は、様々なサイトカインやホルモンにより恒常性が保たれている
が、何らかの原因でこのバランスが崩れ疾病に至る。これを代謝性骨疾患と呼ぶ。骨形成が骨吸収
を上回り、本来海綿骨と骨髄で満たされるべき骨髄腔が石灰化した骨組織で満たされ、骨硬化がお
こり骨強度が低下する大理石病とよばれる病態が知られている。反対に、骨吸収が骨形成を上回り、
骨量が減尐するものには、腎性骨異栄養症や骨軟化症、くる病、骨パジェット病、そして骨粗鬆症
が知られている。 
本研究で着目する閉経後-骨粗鬆症は、原発性骨粗鬆症とも呼ばれ、老化による性ホルモンの低下を主な
原因とし、骨代謝回転が高まり、特に骨吸収が大きくなるため病態が進行する。 
閉経によりエストロゲンが急激に減尐する事により、TNF-α（Tumor necrosis factor-α：腫瘍壊死因子）
や IL-1（Interleukin-1）、IL-6（Interleukin-6）、PGE2 (prostaglangin E2)などの増加を引き起こす。
これらは骨芽細胞へ作用し、骨芽細胞より M-CSF（Macrophage-colony stimulating factor: マクロフ
ァージ-コロニー刺激因子）や RANKL（Receptor activator of nuclear factor – κB ligand）などを発現
させる。M-CSF 刺激により造血幹細胞は破骨細胞前駆細胞へ分化し、その後この破骨細胞前駆細胞上
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に発現した RANK と骨芽細胞から発現された RANKL の結合により、前破骨細胞への分化、多核化が
起こり、成熟破骨細胞が形成されると推定されている 6, 7)。腸管ではカルシウム吸収促進として作用す
るビタミン D3も、骨組織中では主に活性型ビタミン D3（以後 1,25(OH)2D3と表記）として存在し、
TNF-α や PGE2などと同様に骨芽細胞上の RANKL 発現を誘導し、成熟破骨細胞の形成に関わる 8)（図
４）。また、エストロゲンは破骨細胞のアポトーシス誘導作用もある 9)という事が分かってきており、エ
ストロゲンの欠乏により骨吸収が増加し、骨粗鬆症が進行するメカニズムが徐々に解明されつつある。 
 
 
 
 
 
 
 
成熟破骨細胞
前破骨細胞
破骨細胞前駆細胞
造血幹細胞
RANK
RANKL
RANKL
RANK
M-CSF
C-fms
TNF-α
PGE2
V.D3
PTH
IL-1
IL-6
間葉系幹細胞 成熟骨芽細胞未熟骨芽細胞 骨細胞
破骨細胞誘導因子
破骨細胞形成： 骨芽細胞分化： 骨芽細胞石灰化：
・TNF-α : Tumor necrosis factor-α(腫瘍壊死因子)       ・RANKL  : Receptor Activator of NF-κB Ligand
・PGE2 : Prostaglangin E2 ・M-CSF : Macrophage-colony stimulating factor
・V.D3 :  1,25(OH)2D3 (活性型ビタミンD3)
・PTH : Parathyroid hormone (副甲状腺ホルモン)
・IL-1   : Interleukin-1
・IL-6  :  Interleukin-6
【図４】破骨細胞形成と骨芽細胞分化・石灰化 
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１－４ 骨粗鬆症改善と医薬品 
骨粗鬆症の改善には、カルシウムとビタミン D3の摂取と運動が重要となる 10, 11)。カルシウムと
ビタミン D3は欠乏症が認められる場合に薬としても用いられる。しかしこれらでは早期の改善が
見込めない場合、まずは臨床現場においてより強力な治療薬が用いられる。 
現在日本で臨床に用いられている骨粗鬆症治療薬は、骨吸収抑制剤としては、ビスホスホネー
ト製剤、エストロゲン製剤、選択的エストロゲン受容体調節薬（selective estrogen receptor 
modulator : SERM）、カルシトニン製剤などがあり、骨形成促進剤としては先ほど述べたカルシ
ウムとビタミン D3以外にビタミン K2がある。ビスホスホネート製剤はわが国において骨粗鬆症
治療薬の第一選択薬剤として最も臨床応用されている薬剤であるが、長期使用すると骨吸収が抑
制され、骨形成も抑制され、その結果骨密度は増加しても脆弱な骨となり、むしろ骨折のリスク
が高まることが懸念されている 12)。さらに、ビスホスホネート製剤の長期投与で顎骨壊死の報告
があるため注意が必要である 13)。エストロゲン製剤による補充療法は、閉経後の女性におけるエ
ストロゲンの減尐が急速な骨量減尐および高脂血症、更年期障害の引き金となることから、骨粗
鬆症の治療薬としてはもちろん QOL の改善も期待されていたが、Women’s Health Initiative 
(WHI) の研究では血管系疾患、血栓症、乳癌の増加が指摘されたことから、これらに注意しなが
ら適用すべき療法となった。一方、SERM の内で最も使用されているラロキシフェンは骨に対し
てはエストロゲン様作用を示し、子宮内膜や乳腺に対しては抗エストロゲン作用を示す。エスト
ロゲン補充療法で生じる副作用を避け、エストロゲンの有益な効果のみを得ようという製剤であ
る。ラロキシフェンはビスホスホネート製剤と比べて骨密度改善効果は低いが、骨強度改善効果
は同等に期待できる。カルシトニン製剤は、直接破骨細胞に作用し骨吸収能を抑制するが、継続
使用による薬効の低下などの問題がある 14,15)。 
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１－５ 骨粗鬆症予防と機能性食品 
 前述したように、病状が進行し医師より骨粗鬆症と診断される場合には、臨床現場で医薬品による
治療医学を早急に行うべきである。しかし、医療用医薬品である骨粗鬆症治療薬は医師の診断および
処方が必要であるため、進行するまで使用することは出来ない。つまり医薬品は、疾病の治療が目的
であり、病気の対処療法に他ならない。この病気の性質上、早期からの予防が重要であるため、
疾病を未然に防ぐ予防医学の概念が必要となる。 
骨粗鬆症予防には、若年期からの十分なカルシウムなどのミネラル分の補給や、コラーゲンの
原料となるたんぱく質の補給に加え、骨格へ十分な刺激が加わるような運動を定期的に行う事が
必要である。まだ十分なメカニズムは解明されていないが、骨組織へ重量付加が加わることで骨
量はより増加する 16)。しかし、多忙な生活や食生活の乱れ、亣通網の発達などにより、現代社会
では十分な栄養摂取、運動が行えない事も多いため、より効率的に骨粗鬆症予防に有用なものが
必要であり、その中でも最も効率的なものが、骨粗鬆症予防作用のある機能性食品ではないかと
考える。 
わが国における骨関連の機能性食品の現状を保健機能食品である特定保健用食品から捉えると、
①ミネラルの吸収を助ける食品、②ミネラルの吸収を助け、おなかの調子を整える食品、③骨の
健康が気になる方の食品が挙げられる。ミネラルの吸収を助ける食品としては、クエン酸リンゴ
酸カルシウムや腸管内でリン酸カルシウムが沈殿するのを防ぎ、カルシウムの吸収が促進する働きが
あるカゼインフォスフォペプチド（CPP）、フラクトオリゴ糖などが挙げられる。骨の健康が気に
なる方の食品としては、エストロゲン様作用をもつ大豆イソフラボン 17,18)や、骨形成を促進する
働きがある乳塩基性たんぱく質（MBP）やビタミン K2などが挙げられる。 
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１－６ 本研究の意義 
これまで述べたように骨粗鬆症に予防医学的に対処するには、その性質上、「ヘルスフード」の
ような病気の予防に有用な機能性食品を積極的に取り入れる事が望ましい。 
ヘルスフードの要件としては、①有効性が科学的に証明されており、薬理学的にヒト臨床で有意
差があること、②安全性が確保されており、できれば食経験があること、③作用機序が解明また
は推定可能であること、この 3 点が十分に確保されていることが必須条件である 19)。現在ヘルス
フードとして利用されているものが、１－５に挙げたものやその他にもいくつか存在するが、ヘ
ルスフードの要件を満たす骨粗鬆症予防効果のある食品はまだ多いとは言えない。 
このような背景から、本研究では骨粗鬆症予防を目的とし、卵巣摘出-骨粗鬆症モデルマウスや
培養細胞を用い、骨重量減尐抑制作用を有する新規食品素材の探索を行った。 
 
ヘルスフード科学講座では、これまでの研究でラン科の金線蓮、シクイシ科のモモタマナ由来
の抽出物に骨粗鬆症予防作用を見出しており、両抽出物とも破骨細胞形成抑制作用による骨吸収
抑制作用が示唆されている。この為、今回は骨形成促進による骨粗鬆症予防素材の探索に重点を
置くこととした。１次スクリーニングとして、骨芽細胞を用いたスクリーニング実験を行い、有
効性が確認されたサンプルに関して、in vivo において骨粗鬆症モデルマウスを用い有用性の確認
を行った。また、その作用メカニズムの推定や活性成分の同定に関する研究を行った。 
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第２章  骨代謝に作用する新規食品素材の探索（in vitro、in vivo） 
 
２－１ はじめに 
 骨形成を促進することにより骨粗鬆症を予防するヘルスフードは、ほとんど開発されていない。 
このメカニズムを促進する事で、骨代謝を調節し、骨粗鬆症予防が可能な新規食品素材の探索を本章
の目的とする。 
そこで、１次スクリーニングとして、in vitro において株化骨芽細胞を用い、天然の植物や海藻由来
の抽出物サンプルを添加した培地で一定期間培養することで、骨芽細胞分化を促進するような抽出物
のスクリーニングを行った。添加濃度 50 μg/ml で骨芽細胞分化促進効果の有効性が確認された抽出物
に関して、濃度を 100 μg/ml から段階希釈し 6 種類の添加濃度群を用意し、再現性の確認実験を行っ
た。 
その後、効果のみられた抽出物に関して、２次スクリーニングとして卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデル
マウスを用い、in vivo における作用の確認を行った。 
  
サンプルとして、赤塚植物園やキノス株式会社、フジッコ株式会社より提供されたもの、北海道、
西表島、伊豆半島などで採取した植物や海藻などのメタノール抽出物を用いた。 
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２－２ 株化骨芽細胞を用いたスクリーニング結果 
 抽出物サンプル添加濃度 50 μg/ml にて行った１次スクリーニングの結果を図５~７、に示した。 
実験方法は第４章にて後述する、株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用い、骨芽細胞の分化マー
カーである ALP（アルカリフォスファターゼ）活性を測定した。結果は、サンプル無添加の Control
群の ALP 活性値を 100％とした百分率で示し、Control 群に対し有意に高いかつ顕著な ALP 活性増加
作用がみられたサンプルを有効性ありと判断した。（図中で緑色で表示したもの） 
 
またこの後、有効性がみられたサンプルに関して 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml の濃度で再
現性の確認実験を行い、図８、図９に結果を示した。その結果、西表サンプル 60、75、82、伊豆サン
プル 2、鹿児島サンプル 38、赤塚サンプル 38、109、132、134、150 の 10 検体に濃度依存的な ALP
活性上昇傾向がみられた。 
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サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養
9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 3 ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
 
【図５】株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用いた１次スクリーニング結果 I 
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サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養
9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 3 ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
 
【図６】株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用いた１次スクリーニング結果 II 
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サンプルを 50 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を培養、培養
9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 3 ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
 
【図７】株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用いた１次スクリーニング結果 III 
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サンプルを 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細
胞 MC3T3-E1 を培養、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 2 ウェルの平均値±標準誤
差を示す。（* : P < 0.05, ** : P < 0.01, *** : P < 0.005 vs. Control） 
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【図８】株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用いた１次スクリーニング再現性確認結果 I 
Concentration (μg/ml) 
Concentration (μg/ml) 
Concentration (μg/ml) 
西表サンプル４９ 西表サンプル６０ 西表サンプル７５ 
西表サンプル７８ 西表サンプル８２ 伊豆サンプル２ 
鹿児島サンプル２６ 鹿児島サンプル３６ 鹿児島サンプル３８ 
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サンプルを 3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml (0g/ml = Control)添加した培地にて株化骨芽細
胞 MC3T3-E1 を培養、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。各データは 2 ウェルの平均値±標準誤
差を示す。（* : P < 0.05, ** : P < 0.01, *** : P < 0.005 vs. Control） 
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【図９】株化骨芽細胞培養による分化誘導実験を用いた１次スクリーニング再現性確認結果 II 
Concentration (μg/ml) 
Concentration (μg/ml) 
Concentration (μg/ml) 
赤塚サンプル１０ 赤塚サンプル３５ 赤塚サンプル３８ 
赤塚サンプル３９ 赤塚サンプル１１８ 
西表サンプル１５０ 
赤塚サンプル１０９ 
赤塚サンプル１３４ 赤塚サンプル１３２ 
18 
 
２－３ 卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスを用いたスクリーニング結果 
 株化骨芽細胞を用いた１次スクリーニングにて有効性を確認したサンプルの他、数種類のサンプルも
卵巣摘出マウスを用いてスクリーニングを行った。結果を図１０に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスへ各サンプルを 100 mg/kg/day、または 500 mg/kg/day 投与
し、サンプル投与無しの OVX Control 群に対し、有意な骨重量減尐抑制作用のみられたサンプルを○、 
有意な骨量減尐抑制作用のみられなかったサンプルを×で示した。一回目試験で有意な骨重量減尐抑制
作用もしくは骨重量減尐抑制傾向のみられたサンプルに関して二回目試験を行った。 
 
【図１０】卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルを用いた２次スクリーニング結果 
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２－４ 考察 
 １）株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた１次スクリーニング 
およそ 231 検体試験を行い、18 検体に顕著かつ Control に対する有意な ALP 活性の増加がみら
れたため、有効性ありと判断した（図５～７）。 
   この 18 検体をそれぞれ、3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml の添加濃度を用意し再試験した
ところ、100 g/ml 添加群で活性値が最高になり、濃度依存性がみられた 10 検体について、再現性
ありと判断した。 
  
２）卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスを用いた２次スクリーニング 
  株化骨芽細胞 MC3T3-E1 を用いた１次スクリーニングにて有効性がみられた 10 検体のうち 4 検
体、有効性がみられたサンプルの類似サンプル 4 検体、およびその他の植物サンプル 16 検体を試験
した結果、4 検体に骨量減尐抑制作用がみられた。再現性が確認できたものは 1 検体であった。 
 
３）有用性が期待できるサンプル 
   in vivo での卵巣摘出マウスを用いた実験で再現性が確認されたサンプルは、乾燥ヒジキ（フジッ
コ株式会社製）のメタノール抽出物であった。（図１０）このため、この後の章ではこの乾燥ヒジキ
のメタノール抽出物の有用性について研究を進めた。 
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第３章  卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおけるヒジキの効果（in vivo） 
 
３－１ はじめに 
  第２章より、スクリーニングによってヒジキに骨粗鬆症予防作用がある事が示唆された。 
本章では、乾燥ヒジキメタノール抽出物（SME）の骨粗鬆症予防への有用性の確認および、その他
臓器などへの影響について調べた。 
ヒジキ（Sargassum fusiforme ）は、褐藻類ホンダワラ科に属する。北海道南部から、本州、四
国、九州、朝鮮・中国南部まで分布する 20)。根は岩上をはって、多くの中空で円柱状の茎を出し、
細長い葉や小枝を互生する。黄褐色あるいは濃緑褐色、乾くと黒変する 20)。また、骨の材料となり
うるカルシウムやマグネシウムを多く含むため骨粗鬆症予防に有効と、一部では言われる事もある。
しかし、骨代謝に作用し、骨粗鬆症予防に有用であるということに関する学術的、臨床的な研究デ
ータは示されていない。 
 
  本実験では、雌性の実験動物を用い卵巣摘出手術を行い、エストロゲンを欠乏させ、擬似的な閉
経後の環境を作り出した。そして、ヒジキ抽出物投与による骨量や骨内部構造の変化を調べた。な
お、本研究では、実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準（平成 18 年 4 月 28 日、
環境省告示第 88号）に基づいて動物実験を行った。 
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３－２ 実験方法 
１）実験試料の抽出 
フジッコ株式会社製の乾燥ヒジキを用いた。乾燥ヒジキをミキサーにて粉砕後、ヒジキ粉末に 99.5％
メタノール（和光純薬工業）を加え、室温にて 5 日間抽出を行った。 
 得られた濾液を減圧下で濃縮し、さらに凍結乾燥を行った。得られた暗褐色粉末をヒジキメタノール
抽出物（Sargassum fusiforme Methanol Extract : SME）とした。収率は 1.5%であった。 
 
２）実験動物、飼育、管理 
 実験動物は、ddY：SPF マウス（日本エスエルシー）を用いた。マウスは、温度 25±0.5℃、湿度
60±3%の環境で飼育した。明暗周期は 12 時間で、AM8:00～PM8:-00 を明期、PM8:00～AM8:00 を
暗記とした。水及び飼料（MR ストック・日本農産工業）は自由摂取とした。 
 
３）卵巣摘出手術に使用する器具 
メス刃（No. 11）、メスホルダー、外科剪刀、モスキート止血鉗子、有鈎・直・虹彩ピンセット、無
鈎・曲・虹彩ピンセット、先鋭・曲ピンセット（No. 7）持針器、縫合針（眼科用角針 – 00 など）、縫
合糸（ナイロン 7 - 0）、バイポーラ止血ピンセット（器具はすべて夏目製作所で購入）、保定板（10×
15 cm の発砲スチロール板に輪ゴムを縦横にかけて亣差させ作成した。） 
  
４）卵巣摘出マウスの作成 21) 
 閉経後骨粗鬆症のモデル動物として、マウスに卵巣摘出手術（Ovariectomy : OVX）を行うことに
よりエストロゲンを欠乏させた。これにより擬似的な閉経後の環境を作り出し、骨量減尐を生じさせ
た。実験には、4 週齢、雌性、ddY マウスを用いた。 
全身麻酔剤としてラボナール（田辺三菱製薬株式会社）を 0.9%生理食塩水にて 1/4 に希釈したものを
用い、マウス体重 20 g 当たり 0.3 ml 腹腔内投与した。麻酔が効いた後、背部（腰椎の中央当たり）を
10 円玉程度の大きさに除毛した。除毛部を 70%エタノールで消毒後、作成した保定板を用いゴムで四
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肢を固定し、伏臥位に保定した。 
腰椎の中心辺りで縦に 1 cm 程度メスで切皮した。モスキート止血鉗子で鈍性剥離した後、尾部を手前
に向け、切開部を腰椎の左側に移動させ、左側の卵巣を確認した。先鋭・曲・ピンセットの先端を閉
じて卵巣周囲脂肪のある部分へ突き刺し、先端を 1~2 mm 程度開いて脂肪組織をつかみ、引き出した。 
脂肪を手繰って卵巣、輸卵管、子宮の一部（数 mm 程度）を引き出し、モスキート止血鉗子で固定し、
バイポーラ止血ピンセットで輸卵管から焼き切った。残りの部分は引き出した穴から腹腔内に戻した。 
保定板ごと回転させ、今度は頭部を手前に向け、右卵巣を確認し、左卵巣と同様の手順で切除した。
最後に表皮を 7-0 ナイロン糸で 2 針縫合した。 
 両方の卵巣を摘出したものを OVX 群、切開のみで卵巣摘出を行わない偽手術群を Sham-operated
群とした。 
 
５）ヒジキ抽出物（SME）の投与 
 卵巣摘出マウスへの投与は、Sham-operated Control 群、OVX Control 群には蒸留水を、OVX + SME
投与群にはヒジキ抽出物を蒸留水に溶解したものを投与試料とした。ゾンデを用い、5 週間、週 5 日、
1 日 0.2 ml 強制経口投与を行った。マウスは以下のように 5 群に群別した。 
 
＜群別＞ 
A 群：Sham-operated Control     
B 群：OVX Control 
C 群：OVX + SME  100mg/kg 
D 群：OVX + SME  500 mg/kg 
 
 
６）大腻骨乾燥重量の測定 21, 22) 
 マウスを、頸椎脱臼により死亡させた後、大腻骨を摘出し筋組織、腱などを丁寧に取り除き、60℃   
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で 12 時間乾燥させた。大腻骨が室温に戻るまで放置し、大腻骨乾燥重量を測定した。 
 
７）海綿骨存在範囲の測定 22) 
 大腻骨重量を測定後、大腻骨を砥石で削り、海綿骨が壊れないように丁寧に骨髄を水で洗い流した。 
そして、顕微鏡で観察しながら骨端に近い成長版と呼ばれる部分から、骨中の海綿骨が存在する範囲          
をノギスを用い測定した。 
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３－３ 実験結果 
ヒジキ抽出物（SME）を 5 週間投与後、乾燥骨重量の測定、内部構造の観察、および 1 週間ご
との体重の測定を行った。 
卵巣摘出により、子宮重量が有意に減尐し（図１５）、乾燥骨重量および海綿骨存在範囲が有意
に減尐した（図１１、１３）。 
また、SME を 500 mg/kg 投与により有意に骨重量減尐が抑制された（図１１）。また、内部構
造を観察し、海綿骨の存在範囲を測定したところ、SME を投与により有意に海綿骨存在範囲の減
尐が抑制されていた（図１２、１３）。また、体重および臓器重量には卵巣摘出および SME 投与
による影響はみられなかった（図１４～１９）。 
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【図１１】SME 投与による大腻骨の乾燥重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した大腻骨の
乾燥重量を Dry Weight of Femur として示した。 
各データは 8匹の平均値±標準誤差を示す。（* : P < 0.05, *** : P < 0.005 vs. OVX Control (B)） 
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A                          B                           D 
【図１２】SME 投与による大腻骨内部への影響 
 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME を 500 mg/kg（D）蒸留水に溶解したものを、週 5 日連続 5
週間、0.2 ml 強制経口投与した。大腻骨乾燥重量を測定後、大腻骨を砥石で半分削り、骨髄を洗
い流し、顕微鏡下で大腻骨の内部構造を観察した。 
写真は、各群の標準的な内部構造を示した。(Scale Bar = 5 mm) 
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【図１３】SME 投与による海綿骨存在範囲への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。大腻骨乾燥重量を測定後、大腻骨
を砥石で半分削り、骨髄を洗い流し、顕微鏡下で海綿骨の存在範囲を測定した。 
各データは 8匹の平均値±標準誤差を示す。（* : P < 0.05, *** : P < 0.005 vs. OVX Control (B)） 
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【図１４】SME 投与による体重への影響 
 
体重は手術日から 1 週間ごとに測定した。偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 
(Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 
mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投
与した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。 
 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 1 2 3 4 5
A B C D
B
o
d
y
 W
e
ig
h
t 
 (
g
)
Time (week)
29 
 
 
【図１５】SME 投与による子宮重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り子宮重量を Uterine Weight /Body Weight として示した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。（*** : P < 0.005 vs. Sham-operated Control (A)） 
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【図１６】SME 投与による肝臓重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り肝臓重量を Liver Weight /Body Weight として示した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。 
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【図１７】SME 投与による腎臓重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り腎臓重量を Kidney Weight /Body Weight として示した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。 
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【図１８】SME 投与による脾臓重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り脾臓重量を Spleen Weight /Body Weight として示した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。 
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【図１９】SME 投与による傍子宮脂肪組織重量への影響 
 
偽手術 (Sham-operated) 群（A）および卵巣摘出 (Ovariectmized) 群（B）には蒸留水を、ヒ
ジキ抽出物（SME）投与群には SME をそれぞれ 100 mg/kg（C）、500 mg/kg（D）蒸留水に溶
解したものを、週 5 日連続 5 週間、0.2 ml 強制経口投与した。投与 5 週間後に摘出した体重当た
り傍子宮脂肪組織重量を Adipose Tissue Weight /Body Weight として示した。 
各データは 8 匹の平均値±標準誤差を示す。 
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３－４ 考察 
卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおける骨量減尐に対するヒジキ抽出物（SME）の影響につい
て調べた。SME は、5 週間の経口投与により、マウス大腻骨の骨重量および海綿骨存在範囲の減尐を有
意に抑制した。 
エストロゲンの欠乏による閉経後骨粗鬆症は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成が共に
亢進した高回転型骨粗鬆症であり、骨吸収量が骨形成量を凌駕することにより骨量が急激に減尐する 23)。
したがって、SME の骨重量減尐抑制作用のメカニズムとしては、骨吸収亢進の抑制もしくはそれを上回
る骨形成の促進が考えられる。本実験では骨重量の測定に加えて、海綿骨の存在範囲も測定した。海綿
骨は骨髄腔の細胞と直接接触するため、骨髄腔内の細胞から放出されるサイトカインの影響を受けやす
い。通常、海綿骨の減尐は閉経周辺期から既に始まり 24)、皮質骨の減尐が明らかとなるのは海綿骨減尐
より遅い。閉経後における海綿骨リモデリング異常により、海綿骨が一様に減るのではなく、部分的に
減尐し、最終的には海綿骨骨梁に穿孔が生じたり、骨梁の断裂が生じたりする 25)。骨重量減尐抑制およ
び海綿骨減尐抑制のメカニズムは、破骨細胞の骨吸収能を抑制することもしくは破骨細胞の形成自体を
抑制していること、または骨芽細胞の分化促進および骨基質タンパクの産生・分泌を促進させ石灰化を
進行させることの両方が考えられるため、次章では細胞を用いて in vitro での影響を試験した。 
 なお、子宮重量のに関して、OVX Control 群に対し SME 投与群に有意な増加がみられなかったこと
から、この骨量減尐抑制効果はエストロゲン様作用によるものではないと考えられる。 
また、SME の安全性確認、または他生理活性の発見の可能性を期待し、肝臓、腎臓、脾臓、傍子宮脂
肪組織などの重量測定や所見により評価したが、今回の試験では特に変化はみられなかった。 
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第４章 ヒジキ抽出物の骨重量減尐抑制メカニズムの推定（in vitro） 
 
４－１ はじめに 
第３章では、卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおけるヒジキ抽出物の骨重量減尐抑制作
用について述べた。第４章では、この骨重量減尐抑制作用の細胞レベルでのメカニズムの推定を
行った。 
  骨では、骨芽細胞の骨形成による構築と破骨細胞の骨吸収による破壊を繰り返し、成人では１
年間に組織全体の約１０％が新陳代謝されると言われている 2)。 
骨芽細胞は、間葉系幹細胞から分化する骨形成細胞である 26)。BMP（Bone Morphogenetic Protein:
骨形成因子）、FGF（繊維芽細胞増殖因子）、IGF（インスリン様増殖因子）、などのサイトカイン
や PTH(parathyroid hormone: 副甲状腺ホルモン)など多くの液性因子が、骨芽細胞に直接作用し
て、増殖や分化に重要な役割を果たす事が知られているが、骨形成における必須性や、骨芽細胞
分化過程における時系列的な関与は不明な点が多い。 
BMP は TGF-β スーパーファミリーに属す液性因子であり、1952 年に凍結失活骨や脱灰骨など
が異所性軟骨内骨化を引き起こすことにより命名され、1988 年に遺伝子がクローニングされて以
来、20 種類以上の BMP ファミリー分子が報告されている。BMP は細胞膜上の受容体に結合して
シグナル伝達を行う 27)。BMP-2 はこの中でも骨芽細胞の分化に必須な転写因子であり、強力な骨
形成促進作用をもつことが知られており 28)、本研究では骨芽細胞分化試験のポジティブコントロ
ールとしても用いた。 
また、骨芽細胞は間葉系幹細胞から分化する過程においていくつかの種類のたんぱく質を発現
する事が知られている。ALP（alkaline phosphatase: アルカリフォスファターゼ）、OCN
（osteocalcin : オステオカルシン）、OPN（osteopontin : オステオポンチン）、Col I（type I 
collargen : I 型コラーゲン）などが骨芽細胞の分化過程でそれぞれ発現し、骨芽細胞の石灰化の補
助因子として働く事が知られており、また骨芽細胞の分化マーカーとして用いられる。 
ALP は、間葉系幹細胞が骨芽細胞前駆細胞へ分化する段階から石灰化の段階まで放出される酵素
36 
 
で、石灰化抑制物質であるピロリン酸を分解する役割を有すると考えられており 29, 30)、骨芽細胞
の分化指標として最も一般的に用いられている。 
現在、骨粗鬆症の治療薬のほとんどが骨吸収抑制剤であり、骨形成促進剤に関してはあまり有
用なものが実用化されておらず、開発が急がれる分野である。 
 
破骨細胞は、造血幹細胞由来の単球・マクロファージ系細胞から多核破骨細胞に分化し、それ
らが融合して形成される多核の巨大細胞である 31)。骨粗鬆症における骨量減尐のメカニズムの中
心的な位置を占める破骨細胞は、骨粗鬆症に対するさまざまな治療薬の重要な標的として研究が
推進されている。破骨細胞は 1988 年、破骨細胞の形成を試験管内で解析できるマウスの骨芽細胞
と造血系細胞の共存培養系が確立され、破骨細胞と骨芽細胞が密接に関与することが示された 32)。
マウスの骨芽細胞と造血系細胞に 1α,25(OH)2D3、PGE2、あるいは PTH を添加すると、6～8 日
後に破骨細胞が出現する 33)。この共存培養系において、造血細胞と骨芽細胞の接触を阻止すると
破骨細胞は形成されないことから、破骨細胞の分化に骨芽細胞が供給する微細環境が重要な役割
を演じることが示唆された。1990 年には、大理石骨病症状を呈する op/op マウスの解析により、
M-CSF が破骨細胞前駆細胞の生存に必要な因子で、破骨細胞形成に重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなった 34)。また、1998 年に骨芽細胞に発現し、破骨細胞の分化と骨吸収機能を制御
する因子であるがクローニングされて以来 35)、破骨細胞分化の分子レベルでの解析が飛躍的に進
んだ。RANKL やその受容体である RANK をノックアウトさせたマウスの骨組織には破骨細胞が
ほとんど存在せず、骨髄腔がほとんど骨で満たされた大理石骨病のような症状を呈することから
RANKL シグナルが生体における骨吸収レベルを最終的に決定する重要な役割を果たすことが示
唆された。RANKL は TNF ファミリーのサイトカインの一種で、1,25(OH)2D3、PGE2、あるい
は PTH などの骨吸収因子によって骨芽細胞上に発現誘導され、破骨細胞分化を促進する 6,7)。こ
れらの発見によって、破骨細胞分化に必要とされていた骨芽細胞のような分化支持細胞なしでも、
破骨細胞前駆細胞を M-CSF と RANKL の存在下で培養することで破骨細胞を誘導することが出
来るようになった。 
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 本章では、ヒジキ抽出物の骨芽細胞分化への影響および破骨細胞形成への影響とについて検討し、
メカニズムの推定を行った。 
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４－２ 実験方法 
 
１）培地の作製 
 粉末の α-MEM 培地（大日本住友製薬）10 g を蒸留水 1 l に溶解させ、7.5%炭酸水素ナトリウム溶    
液 28 ml 添加した。スターラーを用いて溶解させた後、pH を 6.8～7.3 に調整した。pH 調整後、滅菌
フィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存した。保存した培地に、使用直前に非道化処理したウシ胎
児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）を 10%添加し、細胞培養に用いた。 
本研究では検討の後、EQUITECH-BIO, INC の lot No.107197 の FBS を用いた。 
 
２）リン酸緩衝液（PBS(-)）の作製 
8.0 g の NaCl、2.9 g の Na2HPO4・12H2O、0.2 g の KCl および 0.2 g の KH2PO4を純水１L に溶
解し、高圧蒸気滅菌した。 
 
３）株化骨芽細胞培養による分化誘導実験 
マウス由来骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 を 4 ×104 cells/ml を 96 well-plate に 100 l/well
でまき、3 日間 37℃、5% CO2下でプレインキュベートした。3 日後、そこに BMP-2 (終濃度 50 
ng/ml～ng/ml)または SME(終濃度 100 μg/ml～μg/ml)を加え、全量を 200 l/well とした。培養
6 日目に培地亣換を行い、9 日目に骨芽細胞分化指標である ALP 活性と細胞の生存率を MTT 活
性にて測定して SME が及ぼす骨芽細胞の分化能を評価した。ALP の測定にはラボアッセイ
TMALP 測定キット（和光純薬工業）を用いて、405 nm の吸光度を測定した。 
 
４）骨髄細胞の採取法 
ddY マウスの雄性 5～8 週齢（日本エスエルシー）を頚椎脱臼で屠殺し、70％ エタノールで全
体を消毒した。後肢の皮膚を切開し、脛骨・大腻骨を採取しシャーレ上で付着筋肉を丁寧に剥離
した。脛骨・大腻骨の両骨端を切り落とし、23 G の針を付けたシリンジを用いて α-MEM で骨髄
39 
 
細胞を洗い出した。採取した骨髄細胞を 1550 r.p.m.で 5 分間遠心分離した。上清を吸引除去し、
10％ FBS 含有 α-MEM を 1 ml 加え 23 G の針を付けたシリンジで骨髄細胞を分散させ実験に用
いた。 
 
５）骨芽細胞様間質細胞の採取法 
 ddY マウスを亣配させ、新生児マウスを 10~20 匹得た。生後 5 日以内の新生児マウスを 70%エタノ
ール中で屠殺した。頭部皮膚を剥離した後、頭蓋骨を摘出し、シャーレ上で付着した筋肉や血管を出
来る限り取り除き、PBS(-)で洗浄した。洗浄した頭蓋骨を 0.1%コラゲナーゼ（和光純薬工業）溶 α-MEM
培地、5 ml に浸し、37℃の恒温槽にて 5 分間振とう（100 rpm）した。この最初の細胞浮遊画分を捨
て、0.1%コラゲナーゼ溶 α-MEM 培地 10 ml を添加し、37℃の恒温槽にて 20 分間振とうした。この
後、新しい酵素溶培地 10 ml に入れ替えて振とうをもう 2 回行い、細胞浮遊液計 30 ml を得た。 
細胞浮遊液を 1550 rpm で 5 分間遠心分離し、得られた細胞を 10%FBS 含有 α-MEM 培地に溶解し再
び1550 rpmで5分間遠心分離を行い、その後培養フラスコに入れ5% CO2下でインキュベートした。 
3 日後、PBS(-)洗浄および培地亣換を行い、再び 1 週間インキュベートした。骨芽細胞様間質細胞が増
殖した事を確認し、コンフルエント後に 0.25%トリプシン-EDTA 溶液（GIBCO）を用いて細胞を回収
し、継代を行った。実験にはこの継代後の細胞、もしくはもう 1 代継代した細胞を用いた。 
 
６）共存培養法による破骨細胞形成誘導実験 
４）にてマウスより採取した骨髄細胞 5×10７cells と、５）にて新生児マウスより採取した骨芽
細胞様間質細胞 2.5×10６ cells を培養液（10％FBS 含有 α-MEM）25 ml に懸濁させ、96 well-plate
に 100 l/well でまいた。1,25(OH)2VD3（4.166 ng/ml）、PGE２（0.705 l/well）およびヒジキ抽
出物を添加し、全量を 200 l/well とした。CO2インキュベーター（37℃、CO2濃度 5.0％）で培
養した。3 日目に各 well の培養上清液 100 l を静かに除去した。11.06 ng/ml の 1,25(OH)2VD3、
0.93 l/well の PGE２を 75 l/well と、SME を培養開始時の添加濃度の２倍の濃度を 75 l/well
で添加し全量を 200 l/well とし、CO2インキュベーターでさらに 3 日間培養した。培養開始より
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7 日目に成熟破骨細胞を TRAP 染色法で評価した。 
 
７）ALP assay 
ALP の測定にはラボアッセイ TMALP 測定キット（Wako）を用いた。96well-plate にて培養し、
10%ホルマリン-PBS(-)にて固定した細胞上に、キットの方法通りに作製した基質溶液を 100 
μl/well 加え、37℃で 20 分間インキュベートし発色させ、吸光度 405 nm 測定した。 
 
８）TRAP 染色法 
破骨細胞の形成数は (TRAP) 染色により行った。培養 6 日目に多核破骨細胞の形成を顕微鏡下
で確認した後、培養液を除去し、10％ホルマリン含有 PBS(-)溶液を 50 l/well 加えて 10 分間固
定した。エタノール 100 l/well 加え 1 分間再固定した。5 分間乾燥させた後、TRAP 反応液を 50 
l/well 加え、室温で約 20 分間染色した。染色した後、蒸留水で洗い乾燥した。TRAP 陽性であ
り、核を 3 つ以上有する細胞を TRAP 陽性多核細胞として１well 当たりの個数をカウントした。
TRAP 反応液の調製は以下の通りとした。Naphthol as-mx phosphate（Sigma）1.5 mg を 150 l
の N,N-ジメチルホルムアルデヒド（和光純薬工業）に溶かした（A 液）。15 ml の buffer（50ｍ
M 酒石酸 Na を含む 0.1M 酢酸 Na 緩衝溶液 pH=5.0）と、fast red violet lb salt（Sigma）を 9 mg
加えた（B 液）。B 液に A 液を混ぜた。この染色液は長時間保存できないため随時調製した。 
 
９）MTT assay 
生細胞数は MTT assay により評価した。培養後、培養液を除去せず、1 mg/ml の MTT 試薬を
100 l/well で添加した。CO２インキュベーター（37℃、CO２濃度 5.0％）で 2 時間培養した。培
養液をアスピレーターで除去し、ジメチルスルホキシドを 100 l/well 加え 570 nm の吸光度を測
定した。MTT 試薬の調製は以下の通りとした。 
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（Sigma）を 1mg/ml になる
ように蒸留水に溶解した。 
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４－３ 骨芽細胞への効果 
株化骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞培養系を用いて骨芽細胞分化への作用の再現性を確認した。 今
回はポジティブコントロールとして、骨形成たんぱく質である BMP-2 を添加した実験も同時に行った。 
株化骨芽細胞 MC3T3-E1 の 10 日間培養実験において、骨形成たんぱく質 BMP-2 が添加濃度依存
的に ALP 活性を増加させた。同様の培養条件において、SME 添加群においても濃度依存的な ALP
活性増加がみられた（図２０）。 
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【図２０】SME の株化骨芽細胞 ALP 活性への影響 
 
株化骨芽細胞 MC3T3-E1に骨形成たんぱく質 BMP-2を 25、50、100 ng/ml、ヒジキ抽出物（SME）
を 1.56、3.13、6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 10 日間共存培養を行った。SME 無添加
の Control を 100%とし、図中に点線で示した。 
各データは 4 ウェルの平均値±標準誤差を示す。ALP 活性値（*** : P < 0.005 vs. Control） 
 
 
 
0
25
50
75
100
125
150
175
200
25 50 100
%
 o
f 
C
o
n
tr
o
l
BMP2 (ng/ml)
***
1.56 3.13 6.25 12.5 25 50 100
SME  (μg/ml)
***
*
43 
 
４－４ 破骨細胞への効果 
次に破骨細胞への影響について検討した。本実験では、骨髄細胞および骨芽細胞の共存培養を
行い、破骨細胞誘導因子として 1,25(OH)2VD3および PGE2を用い破骨細胞形成を誘導した。これ
ら破骨細胞誘導因子は、骨芽細胞に作用し RANKL や M-CSF などの因子を放出し、M-CSF によ
り RANK を発現した骨髄細胞（破骨細胞前駆細胞）と RANKL が結合することで、多核の破骨細
胞が形成される。 
培養 6～8 日後、破骨細胞のマーカー酵素として広く用いられている酒石酸抵抗性酸フォスファ
ターゼ（TRAP）染色により破骨細胞を染色し、細胞の生存率を MTT 活性で評価した。 
TRAP 染色により染色された多核の破骨細胞の数を顕微鏡下でビジュアルカウントし、破骨細胞
形成数として数値化した。この共存培養系において、ヒジキ抽出物（SME）を 50、100 g/ml 添
加すると破骨細胞の形成数を有意に抑制した（図２２）。 
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【図２１】SME の破骨細胞形成への影響 
(Scale Bar = 200 μm) 
骨髄細胞と骨芽細胞をPGE2および1,25(OH)2VD3存在下で、ヒジキ抽出物（SME）も同時に3.13、
6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 7 日間共存培養を行った。 
 
SME  0 g/ml 添加 
SME  25 g/ml 添加 
SME  50 g/ml 添加 
TRAP 陽性多核細胞 
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【図２２】SME の破骨細胞形成数および細胞活性への影響 
 
骨髄細胞と骨芽細胞をPGE2および1,25(OH)2VD3存在下で、ヒジキ抽出物（SME）も同時に3.13、
6.25、12.5、25、50、100 g/ml 添加して 7 日間共存培養を行った。SME 無添加の Control 群を 100%
とした。 
各データは 3 ウェルの平均値±標準誤差を示す。破骨細胞形成数（*** : P＜0.005 vs. Control） 
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４－５ 考察 
ヒジキ抽出物に関して、卵巣摘出マウスにおいて骨重量減尐抑制作用、海綿骨減尐抑制作用が
みられたので、本章ではそのメカニズムの推定実験を行った。 
まず、株化骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞を用いて骨芽細胞分化促進作用を確認した。（図２０）分化
の指標には ALP 活性を用い、ポジティブコントロールとして BMP-2 を用いて実験を行った。 
 
次に、骨吸収を担う破骨細胞に及ぼす影響を検討した。マウス由来の骨髄細胞と骨芽細胞を
1,25(OH)2VD3およびPGE2存在下で 7日間共存培養すると巨大な多核の破骨細胞の形成を確認す
ることができた。そこにヒジキ抽出物を同時に添加したところ、多核の破骨細胞の形成数は有意
に抑制されていた（図２２）。 
 
このことより、第２章で得られたヒジキ抽出物の卵巣摘出マウスの骨重量減尐抑制作用のメカ
ニズムとして、骨芽細胞の分化促進による骨形成促進、破骨細胞の形成抑制による骨吸収抑制の 2
種類のメカニズムが示唆された。 
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第５章 ヒジキ抽出物の有効成分の分離と同定（in vitro） 
 
５－１ はじめに 
ヒジキ抽出物（SME）には、in vitro において骨芽細胞分化促進作用、および破骨細胞形成抑
制作用の２種類の作用がみられた。 
そこで第５章では、骨芽細胞分化促進作用、破骨細胞形成抑制作用を有する成分の特定を試みた。 
 
５－２ 実験方法 
１）骨芽細胞分化促進物質の分離法 
SME を二液分配法によって水層、酢酸エチル層に分画した。それぞれの画分を骨芽細胞分化
促進試験にて評価したところ、水層に活性がみられた。その後、活性のあった水層をさらに二液
分配法により水層、n-ブタノール層に分画した。収率は水層が 48.8%、n-ブタノール層が 20.1%で
あった。 
 
 ２）破骨細胞形成抑制物質の分離法 
SME を二液分配法によって酢酸エチル層、水層に分画した。それぞれの画分破骨細胞形成抑
制試験にて評価したところ、酢酸エチル層に活性がみられた。その後、酢酸エチル層を２等分し、
60%メタノールとジクロロメタン、90%メタノールとヘキサンの２組の溶媒でそれぞれ二液分配法
を用いて分画し、活性試験を行った。 
  その結果、ジクロロメタン層およびヘキサン層に活性がみられ、薄層クロマトグラフィ （ーTLC）
にて各抽出層のスポットを確認したところ、かなり類似していた。このため、ジクロロメタン層お
よびヘキサン層を混合し、シリカゲルカラムにて、ヘキサン：酢酸エチル＝２：１（２ vol.）⇒ ヘ
キサン：酢酸エチル＝１：２（２ vol.）⇒ 酢酸エチル（１ vol.）⇒ メタノール（２ vol.）の順
で溶媒を流し、Fr. 1～Fr. 9 を得、活性試験を行った。 
 
48 
 
５－３ 骨芽細胞分化促進物質の分離 
 
 
 
【図２３】骨芽細胞分化促進物質の分離スキーム 
 
ヒジキ抽出物（SME）を二液分配法によって水層①（Water①）、酢酸エチル層（EtOAc）に
分画した。その後、活性のあった水層②（Water①）をさらに二液分配法により水層（Water②）、
n-ブタノール層（n-BuOH）に分画した。収率は水層が 48.8%、n-ブタノール層が 20.1%であった。 
 
 
 
______Water : EtOAc = 1 : 1 
活性成分 
    Water : n-BuOH = 1 : 1 
Water② 
【48.8 %】 
n-BuOH 
【20.1%】 
EtOAc 
【29.1 %】 
Water① 
【70.2 %】 
SME 
【100 %】 
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           水層①                      酢酸エチル層 
 
 
 
 
【図２４】分画物の骨芽細胞分化促進試験結果 
 
ヒジキ抽出物（SME）を二液分配法によって水層①、酢酸エチル層に分画し、骨芽細胞培
養実験にて、それぞれの分画物を 3.13、6.25、12.5、25、50 g/ml (0g/ml = Control)の濃度
で添加し、培養 9 日目の ALP 活性を評価した。 
各データは 4 ウェルの平均値±標準誤差を示す。（*** : P < 0.005 vs. Control） 
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５－４ 破骨細胞形成抑制物質の分離 
 
 
 
 
【図２５】破骨細胞形成抑制物質の分離スキーム 
 
ヒジキ抽出物（SME）を二液分配法によって酢酸エチル層、水層に分画した。それぞれの画
分破骨細胞形成抑制試験にて評価したところ、酢酸エチル層に活性がみられた。その後、酢酸エチル
層を２等分し、60%メタノールとジクロロメタン、90%メタノールとヘキサンの２組の溶媒でそれぞ
れ二液分配法を用いて分画し、活性試験を行った。ジクロロメタン層およびヘキサン層に活性がみら
れ、TLC にて各抽出層のスポットを確認したところ、かなり類似していたため、ジクロロメタン層お
よびヘキサン層を混合し、シリカゲルカラムにて、ヘキサン：酢酸エチル＝２：１（２ vol.）⇒ ヘ
キサン：酢酸エチル＝１：２（２ vol.）⇒ 酢酸エチル（１ vol.）⇒ メタノール（２ vol.）の順で
溶媒を流し、Fr. 1～Fr. 9 を得、活性試験を行った。その結果 Fr. 3、Fr. 4 に活性がみられた。 
 
 
SME 
【100%】 
Water 
【70.2%】 
Fr.2 
【1.58%】 
Fr.3 
【6.26%】 
Fr.4 
【2.93%】 
Fr.5 
【1.90%】 
Fr.6 
【2.52%】 
Fr.9 
【5.72%】 
CH2Cl2 
【13.1%】 
60% MeOH 
【1.8%】 
90% MeOH 
【4.0%】 
Hexane 
【9.9%】 
________________Water : EtOAc = 1 : 1 
__90%MeOH : Hexane = 1 : 1 __60%MeOH : CH2Cl2 = 1 : 1 
__Silica colum(100g)  
__Hexane : EtOAc = 2 : 1(2 vol.)→1 : 2(2 vol.)→EtOAc(1 vol.)→MeOH(2 vol.) 
EtOAc 
【29.1%】 
Fr.1 
【1.28%】 
Fr.7 
【1.23%】 
Fr.8 
【1.47%】 
活性画分 
【】内は収率 
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【図２６】Fr. 1～Fr. 9 の TLC 分析結果 
 
オープンカラムにて得た Fr. 1～Fr. 9 を、TLC を用い分析した。 
TLC プレート：TLC Silica gel 60 RP-18F254 
展開溶媒：ヘキサン/酢酸エチル＝２/１ 
発色液：アニスアルデヒド 
 
 
 
破骨細胞形成抑制活性がみられた Fr. 3、Fr. 4 
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Fr.1                           Fr.2                Fr.3 
 
 
 
Fr.４                           Fr.５                Fr.６ 
  
 
【図２７】SME 分画物（Fr. 1~Fr. 6）の破骨細胞形成抑制試験 
骨髄細胞と株化骨芽細胞の共存培養に SME 分画物を、Crude 抽出物換算で 50、100、200、400 g/ml 
(0g/ml = Control)となる濃度にてそれぞれ添加し PGE2、1,25(OH)2VD3存在下で 7 日間培養した。  
各データは４ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
MTT 活性（+ : P < 0.05 vs. Control） 
破骨細胞形成数（* : P < 0.05, *** : P < 0.005 vs. Control） 
0
20
40
60
80
100
120
140
0.5 1 2 4
MTT TRAP
%
 o
f 
C
o
n
tr
o
l
0.5 1 2 4 3.5 7 14 28
***
*
*
0
20
40
60
80
100
120
140
1.5 3 6 12
MTT TRAP
%
 o
f 
C
o
n
tr
o
l
***
***
*
1 2 4 8
+
0.15 0.3 0.6 1.2
Concentration (μg/ml) 
Concentration (μg/ml) 
53 
 
 
Fr.７                     Fr.８                Fr.９ 
 
 
 
【図２８】SME 分画物（Fr. 7~Fr. 9）の破骨細胞形成抑制試験 
骨髄細胞と株化骨芽細胞の共存培養に SME 分画物を、Crude 抽出物換算で 50、100、200、400 g/ml 
(0g/ml = Control)となる濃度にてそれぞれ添加し PGE2、1,25(OH)2VD3存在下で 7 日間培養した。  
各データは４ウェルの平均値±標準誤差を示す。 
MTT 活性（++ : P < 0.01, +++ : P < 0.005 vs. Control） 
破骨細胞形成数（* : P < 0.05, vs. Control） 
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５－５ 考察 
ヒジキ抽出物（SME）を、骨芽細胞分化促進試験および破骨細胞形成抑制試験を指標に活性成
分の分離と精製を行った。SME を二液分配法を用い水層、酢酸エチル層に分け、株化骨芽細胞培
養実験にて評価したところ、水層に活性がみられた。このため、骨芽細胞分化促進物質は水溶性
の高い成分であることが示唆された。また、破骨細胞形成抑制試験では二液分配法を用いて分画
したもののうち、酢酸エチル層に活性がみられた。この酢酸エチル層に関して、破骨細胞形成抑
制試験を指標とし、二液分配法やシリカゲルカラムを用いさらに分画を進めた結果、シリカゲル
カラムにて分画し得られたもののうち、親油性の高い画分に活性がみられた。このため、破骨細
胞形成抑制物質は、脂溶性の高い成分である事が示唆された。それぞれの分画物のさらなる分離
および精製に取り組んだが、構造の決定には至らなかった。 
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第６章 総括 
本研究では、スクリーニングによって作用が確認されたヒジキ抽出物によるマウス大腻骨重量
減尐抑制作用の確認を行い、作用メカニズムの推定として骨芽細胞および破骨細胞への影響を検
討した。 
 
１．卵巣摘出-閉経後骨粗鬆症モデルマウスにおけるヒジキ抽出物(SME)の作用 
SME を卵巣摘出マウスに 5 週間投与することにより、卵巣を摘出したマウスの体重当たり大腻
骨乾燥骨重量の減尐を有意に抑制した。また、大腻骨において海綿骨の減尐を有意に抑制した。
肝臓、腎臓、脾臓、傍子宮脂肪組織などの重量には SME 投与による影響がみられなかった。 
 
２．細胞培養系におけるヒジキ抽出物(SME)の作用 
  株化骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞培養実験にて、骨形成タンパク質である BMP-2 が ALP 活性を
濃度依存的に上昇させる培養条件下において、SME を添加した細胞においても、添加濃度依存的
な ALP 活性の上昇がみられた。また SME は、破骨細胞誘導因子存在下、骨髄細胞・骨芽細胞共
存培養実験にて、細胞生存活性に影響の無い範囲で濃度依存的な破骨細胞形成抑制作用を示した。 
 
３．ヒジキ抽出物(SME)の活性成分の分離・精製 
 骨芽細胞分化促進物質の分離では、二液分配法を用い水層、酢酸エチル層に分け、株化骨芽細
胞培養実験にて評価したところ、水層に活性がみられた。このことより SME に含まれる水溶性の
成分が活性物質である事が示唆された。 
破骨細胞形成抑制物質の分離では、二液分配法やシリカゲルカラムを用い分画を行い、分画物
を破骨細胞形成抑制共存培養実験にて評価したところ、親油性の高い画分に活性がみられた。こ
のことより SME に含まれる脂溶性の成分が活性物質である事が示唆された。 
 
  以上の結果より、ヒジキ抽出物 SME は、骨芽細胞分化促進活性を持つ水溶性成分および破骨細
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胞形成抑制作用を持つ脂溶性成分の２種類の作用により、卵巣摘出マウスの骨量減尐を抑制して
いる可能性が示唆された。 
本研究では、乾燥ヒジキのメタノール抽出物について有用性が示されたが、ヒジキが骨粗鬆症
を予防するヘルスフードとして利用されるためには、食品上安全でありかつコストパフォーマン
スの優れた加工方法や抽出方法の検討、より詳細なメカニズムの推定・解明およびヒト試験など
の安全性試験が必要である。特にヒジキには、ヒ素やヨードなど、過剰摂取により健康被害を引
き起こす成分が多く含有されている事が知られているため、安全性への十分な検討を行う事が必
須である。 
骨粗鬆症は、臨床症状がほとんどなく、自覚症状が現れたときにはすでに進行した状態にある
ことが多い。そのため、特に女性は閉経によって急激に骨粗鬆症の危険性が高まるにもかかわら
ず、骨粗鬆症を予防しようという意識は低い。骨粗鬆症予防効果のあるヘルスフードの選択肢の
幅が広がることで、消費者の認識を高め、健康維持に貢献できると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
57 
 
 参考文献 
 
1)  厚生労働省ホームページ 平成２０年簡易生命表の概況について
(http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/life/life08/index.html) 
2) 高柳 広, わかる実験医学シリーズ 骨研究がわかる(2005) 羊土社, pp. 12  
3) 江指隆年, 中嶋洋子, ネオエスカ 応用栄養学(2002) 同文書院, pp. 151  
4)  折茂肇, 1100 万人の骨粗鬆症(2007)  株式会社ぎょうせい, pp.1-6  
5)  総務省統計局ホームページ 高齢者の人口 (http://www.stat.go.jp/data/topics/topi411.htm) 
6) Takahashi N, Udagawa N, Suda T (1998) A new member of tumor necrosis factor ligand family, 
ODF/OPGL/TRANCE/RANKL, regulates osteoclast differentiation and function. J. Biol. Chem., 
273, 27091-27096. 
7)  Fuller K, Wong B, Fox S, Choi Y, Chambers TJ (1998) TRANCE is necessary and sufficient for 
osteoclast-mediated activation of bone resorption in osteoclast. J. Exp. Med., 188, 997-1001. 
8)  Suda T, Ueno Y, Fujii K, Shinki T, Vitamin D and bone.J Cell Biochem. 88(2):259-66.  
9)  Imai Y, Kondoh S, Kouzmenko A, Kato S, Regulation of bone metabolism by nuclear receptors. 
Mol Cell Endocrinol. 310(1-2), 3-10. 
10)  Orimo H, Shiraki M, Hayashi Y, Hoshino T, Onaya T, Miyazaki S, Kurosawa H, Nakamura T, 
Ogawa N (1994) Effects of 1 alpha-hydroxyvitamin D3 on lumber bone mineral density and 
vertebral fractures in patients with postmenopausal osteoporosis. Calcuf. Tissue Int., 65, 
370-376. 
11)  Brown AJ, Slatopolsky E (2008) Vitamin D analogs: Therapeutic applications and mechanisms 
for selectivity. Molecular Aspects of Medicine., 29, 433-452. 
12)  Odvina CV, Zerwekh JE, Rao DS, Maalouf N, Gottschalk FA, Pak CYC (2005) Severely 
suppressed bone turnover: A potential complication of alendronate therapy. Clin, Endocrinol. 
Metab., 90, 1294-1301. 
 
58 
 
13)  Black DM, Bilezikian JP, Ensrud KE, Greenspan SL, Palermo L, Hue T, Lang, TF, McGowan JA, 
Rosen CJ (2005) One Year of Alendronate after One Year of Parathyroid Hormone (1–84) for 
Osteoporosis. N. Engl. J. Med., 353, 555-565. 
14)  Body JJ (2002) Calcitonin for the long-term prevention and treatment of postmenopausal 
osteoporosis. Bone, 30, 75S-75S. 
15)  Kopaliani M (2005) Effectiveness of intranasal salmon calcitnin treatment in postmenopausal 
osteoporosis. Georgian Med. News, 121, 38-42. 
16)  Guadalupe-Grau A, Fuentes T, Guerra B, Calbet JA, Exercise and bone mass in adults.Sports 
Med. 39(6), 439-68.  
17)  Setchell KDR, Brown NM, Lydeking-Olsen E (2002) The clinical importance of the metabolite 
equol - A clue to the effectiveness of soy and its isoflavones. Journal of Nutrition 132 (12), 
3577-3584.  
18)  Rickard DJ, Monroe DG, Ruesink TJ, Khosla S, Riggs BL, Spelsberg TC (2003) 
Phytoestrogen genistein acts as an estrogen agonist on human osteoblastic cells through 
estrogen receptors α and β . J. Cell Biochem., 89, 633-646. 
19)  矢澤一良, ヘルスフード科学概論 (2003) 成山堂書店 pp.8-16 
20)  松浦正朗, 相模湾の海藻（2004）箱根博物会 pp. 105 
21)  Yamaguchi, K., Hayama, T., Makita, T., Tsuji, T., Time course of bone biomechanical 
parameters in ovariectomized mice. J. Bone Miner. Metab., 15, 138-144(1997) 
22)  Yamaguchi, K., Yada, M., Tsuji, T., Kuramoto, M., Uemura, D., Suppressive effect of 
norzoanthamine hydrochloride on experimental osteoporosis in ovariectomized mice. 
Biol.Pharm. Bull.,22, 920-924 
23)  Pfeilschifter J, et al. Characterization of the latent transforming growth factor-β complex in 
bone.(1990) J Bone Min Res, 5, 49―58 
 
59 
 
24) Riggs BL, Wahner HW, Melton LJ, Richelson LS, Judd HL, Offord KP (1986) Rates of bone loss 
in the appendicular and axial skeletons of women. Evidence of substantial vertebral bone loss 
before menopause. J. Clin. Invest., 77, 1487-1491. 
25) Kleenekoper M, Villanueva AR, Stanciu J, Sudhaker RD, Parfitt AM (1985) The role of 
three-dimensional trabecular microstructure in the pathogenesis of vertebral compression 
fractures. Calcif. Tissue Int., 37, 594-597. 
26)  Harada S, Rodan GA, Control of osteoblast function and reguration of bone mass. (2003) Nature, 
423, 349-355. 
27)  Yoon BS, Lyons KM, Multiple functions of BMPs in chondrogenesis.(2004) J Cell Biochem. 93, 
93-103 
28) Samee M, Kasugai S, Kondo H, Ohya K, Shimokawa H, Kuroda S (2008) Bone morphogenetic 
protein-2 (BMP-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF) transfection to human 
periosteal cells enhances osteoblast differentiation and bone formation. Journal of 
Pharmacological Sciences, 108, 18-31. 
 
30) Whyte MP (1994) Hypophosphatasia and the role of alkaline phosphatase in skeletal 
mineralization. Endocrine Reviews, 15 (4), pp. 439-461. 
31) Addison WN, Azari F, Sorensen ES, Kaartinen MT, Mckee DM (2007) Pyrophosphate inhibits 
mineralization of osteoblast cultures by binding to mineral, up-regulating osteopontin, and 
inhibiting alkaline phosphatase activity. J. Biol. Chem., 282, 15872-15883. 
32) Suda T, Takahashi N, Martin TJ (1992) Modulation of osteoclast differentiation. Endocr. Rev., 12, 
66-80. 
33) Takahashi N, Akatsu T, Udagawa N, Sasaki T, Yamaguchi A, Moseley JM, Martin TJ, Suda T 
(1988) Osteoblastic cells are involved in osteoclast formation. Endocrinology, 123, 2600-2602. 
34) Miura M, Tanaka K, Komatsu Y, Suda M, Yasuda A (2002) A novel interaction between thyroid 
hormones and 1α,25(OH)2D3 in osteoclast formation. Biochem. Biophys. Res. Commun., 291, 
 
60 
 
987-994. 
35) Suda T (1999) Modulation of osteoclast differentiation and function by the new members of 
tumor necrosis factor receptor and ligand families. Endocr. Rev., 20, 795-823. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
61 
 
謝辞 
 
 
 おわりに、本研究の遂行にあたり、ヘルスフード科学（中島董一郎記念）寄附講座の寄附者である株
式会社中島董商店およびキユーピー株式会社に厚く御礼申し上げます。 
本研究をまとめるにあたり忍耐強いご指導とご助言を賜りました東京海洋大学大学院ヘルスフード科
学（中島董一郎記念）寄附講座 矢澤一良客員教授ならびに准教授 小山智之客員准教授に謹んで深謝
申し上げます。また、本論文をまとめるにあたり、温かいご激励と懇切なるご審査をいただきました、
保健管理センター 木谷誠一教授に深謝いたします。さらに、本研究のご指導を賜った骨代謝チーム 増
田貴久子さん、中島千絵さんに厚く謝意を申し上げます。 
 湘南予防医科学研究所 三瓶英子主任研究員ならびに大塚伊津子主任研究員、輿石君子さん、また、
実験材料を提供していただいたフジッコ株式会社の山田勝重さん、紙谷年昭さんに厚く御礼申し上げま
す。 
 最後に、日々の研究生活を支えてくれた研究室の先輩方、後輩達、友人そして家族に深く感謝いたし
ます。 
 
 
 
